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Введение 
Наноматериалы и нанотехнологии в последние годы достаточно широко внедряются в
различные сферы деятельности человека. Они находят применение в пищевой
промышленности, в биологии и медицине. Они используются при производстве косметики, в
диагностике, для иммобилизации белков, ферментов и антител, как инструменты целевой
доставки лекарственных веществ, магнитных биосенсоров, при получении биологических
изображений и многого другого[1, 2]. Использование наночастиц в технологии становится 
все более распространенным явлением. Продолжение этой тенденции будет обязательно
увеличивать экспозицию биологических систем к наночастицам. В результате, крайне важно,
понимать как такие биологические объекты как белки, могут взаимодействовать с
наночастицами [3, 4] и к каким последствиям это может привести как для самих
олигомерных белков, так и для метаболизма на уровне клетки. Количество работ,
посвященных изучению влияния НЧ на термостабильность белков достаточно ограничено, и
касается относительно простых белков, таких как бычий сывороточный альбумин (БСА) [5],
РНКаза [6], трипсин [7]. Ранее нами была установлена возможность взаимодействия
олигомерного белка митохондриального изофермента АспАТ (L-аспартат2-оксоглутарат
аминотрансфераза; КФ 2.6.1.1; мАспАТ) с НЧ TiO2, Fe3O4, НЧ коллоидного золота(НЧЗ) и
показано, что в основе данного процесса  находятся  адсорбционные взаимодействия. При
этом установлено – взаимодействие фермента с наночастицами сопровождается
изменениями его кинетических параметров [8, 9, 10]. Предполагаемой причиной таких
сдвигов являются изменения конформации олигомерной молекулы мАспАТ [10]. Известно,
что чувствительность белков к нагреву является одним из наиболее эффективных методов
регистрации конформацоиных изменений происходящих в молекуле. В связи с этим для
изучения процесса термоинактивации мАспАТ в присутствии НЧ нами было решено
использовать термодинамический подход [11]. Целью настоящей работы явилось изучение
влияния нативных (НЧ-TiO2, НЧ-Fe3O4) и модифицированных декстран сульфатом (НЧ-
TiO2ДС и НЧ-Fe3O4 ДС) наночастиц(НЧ) на кинетику термоинактивации мАспАТ.    
Методы исследования 
мАспАТ выделяли из сердца свиньи согласно [12] в модификации [17] и оценивали
чистоту методом SDS-электрофореза в 12% полиакриламидном геле. После перевода в
50 ммоль/л фосфатный буфер с рН 7,5, 0,5 ммоль/л ЭДТА, 20 % глицерола, 0,05%
тимерозола и стерилизующей ультрафильтрации фермент аликвотировали в стерильные
флаконы и хранили при +4 °С. 
Раствор нативных наночастиц (НЧ-TiO2 и НЧ-Fe3O4) и модифицированных сульфат
декстраном наночастиц (НЧ-TiO2ДС и НЧ-Fe3O4ДС) готовили, как описано нами ранее[9, 10]
с учётом рекомендаций Canesi и соавт. [13]. Исследование влияния наночастиц на
зависимость активности мАспАТ от температуры проводили следующим образом: 1500 мкл
раствора нативных либо покрытых ДС наночастиц с концентрацией 50 мг/л 
центрифугировали при 12000g 5 мин, надосадочную жидкость отбрасывали. К осадку
добавляли 1500 мкл мАспАТ (5 мкг/мл) и суспендировали пипетированием, перемешивали
на вортексе и инкубировали 40 минут при комнатной температуре. Затем фермент в
закрытых пробирках типа эппендорф инкубировали на водяной бане 10 мин при
температурах 50, 55, 60, 65 и 70 °С. Контролем служили образцы фермента без наночастиц. 
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По завершении инкубации пробы переносили в ледяную баню. Остаточную активность 
выражали в процентах по отношению к активности непрогретой пробы. 
Для изучения влияния нативных либо модифицированных сульфат декстраном НЧ на 
термоинактивацию мАспАТ, фермент инкубировали с НЧ при температурах 50, 55, 60, 65 и 
70 °С. Пробы отбирали через 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, и 40 мин инкубации и помещали в ледяную 
баню. Затем определяли остаточную активность. Все измерения активности мАспАТ 
производили при комнатной температуре и концентрации фосфатного буферного раствора 
50 ммоль/л, рН 6,8 [10]. Скорость термоинактивации мАспАТ характеризовали константами 
скорости (kin) псевдопервого порядка в мин
-1, которую определяли из зависимости Аi/A0  от 
времени, где A0 – активность исходного образца фермента, а Аi –активность аналогичного 
образца после термообработки.  Из полученных данных рассчитывали значения энергии 
активации(Еа
in), свободной энергии, энтропии и энтальпии процесса термоинактивации  
согласно [11]. 
Содержание белка определяли по Петерсону [14], и по поглощению при 280 нм. Для 
мАспАТ использовали значение А1%280=14,0 [12]. Активность мАспАТ определяли 
спектрофотометрическим методом [15], как описано нами ранее при комнатной температуре 
и концентрации фосфатного буферного раствора 50 ммоль/л, рН 6,8. [20].  
Для расчетов термодинамических параметров использованы следующие формулы [16]: 
Eain= -R*tgα (1); ∆G= -2,303*R*T*[lg(kin /T)-lg(R/N*h)] (2);  
∆H= Eain-R*T(3); ∆S=(∆H-∆G)/T (4) 
где: Eain – энергия активации процесса термоинактивации; ∆G – свободная энергия 
Гиббса; ∆H – энтальпия процесса термоинактивации; ∆S – энтропия процесса 
термоинактивации; tgα – тангенс угла наклона прямой аррениусовской зависимости; Т – 
температура в градусах; Кельвина; R – универсальная газовая постоянная-8,314 Дж/К*моль; 
N – постоянная Авогадро 6,02*1023; h – постоянная Планка, 6,6252*10-34; kin – константа 
скорости реакции термоинактивации при температуре Ti. 
Уравнения (1–4) использованы для расчёта констант скорости первой стадии 
термоинактивации. Результаты исследований обработаны статистически и являются 
средними пяти независимых экспериментов. Для расчетов и построения графиков 
использовали программу Excel.  
Результаты и обсуждение 
Одним из важнейших общепринятых параметров, характеризующих термостабильность 
биополимеров, является величина t½, показывающая  температуру, при которой происходит 
потеря 50% ферментативной активности. Величина t½ определяется свободной энергией 
активации белка. Изменения в t½ непосредственно связаны с изменениями в сопротивлении 
адсорбированного белка конформационным сдвигам, происходящим с ним на наночастицах 
при термоинактивации [17].  
На первом этапе работы нами проведена оценка t½  мАспАТ в присутствии нативных и 
модифицированных декстран сульфатом НЧ-TiO2 (рисунок 1). Так, для свободного от НЧ 
препарата мАспАТ t½= 62 °C, что согласуется с данными [18] тогда как для мАспАТ 
адсорбированного на НЧ-TiO2  и НЧ-TiO2СД  t½ повышалась до 65 °C и 67,5 °С 
соответственно, что указывает на увеличение термостабильности фермента находящегося во 
взаимодействии с наночастицами. 
Для оценки вклада нативных и модифицированных ДС наночастиц в сохранении 
активности фермента при нагревании было проведено сравнение активности мАспАТ при 
температуре 60 °С. Установлено, что в отсутствии НЧ-TiO2  при инкубации в течение 20 мин 
при данной температуре мАспАТ сохраняет 55,4% своей активности. 
Добавление нативных или НЧ-TiO2ДС приводит к повышению термостабильности 
фермента. Так, активность мАспАТ возрастает и составляет 69,2% и 75,08%, соответственно 
по отношению к активности фермента с НЧ-TiO2, без термообработки (рисунок 1). Таким 
образом, покрытие наночастиц декстран сульфатом способствует повышению 
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термостабильности мАспАТ на 20%. Такое повышение стабильности адсорбированного 
мАспАТ, вероятно, связано с увеличением жесткости конформации обусловленной 
многоточечным связывнием фермента с наночастицами. Согласно [19] в основе 
многоточечного связывания наночастиц с белками лежат электростатические и гидрофобные 
взаимодействия, водород склеивание,  и другие типы взаимодействий являющихся основной 
движущей силой стабилизации. 
 
1. Контроль – мАспАТ без НЧ; 2) мАспАТ с 
НЧ-TiO2; 3) мАспАТ с НЧ-TiO2 покрытыми 
сульфатом декстрана. Продолжительность 
инкубации 20 мин 
 
Рисунок 1 – Влияние интактных и 
модифицированных декстран сульфатом 
НЧ-TiO2 на термоинактивацию мАспАТ 
 
Для того, чтобы оценить потенциальное влияние взаимодействия нативных и 
модифицированных декстран сульфатом НЧ-TiO2  и  Fe3O4  с АспАТ на термоиактивацию 
фермента был использован термодинамический подход. Ранее  нами было показано 
изменение каталитических и кинетических свойств мАспАТ при взаимодействии с НЧ-TiO2 
[20], однако природа данных изменений установлена не была.   
В связи с тем, что чувствительность белков к нагреву является одним из наиболее 
эффективных тестов на конформационную стабильность [11], для изучения влияния 
наночастиц на данный параметр была изучена кинетика процесса термоинактивации 
мАспАТ в присутствии нативных и покрытых декстран сульфатом НЧ-TiO2, НЧ-Fe3O4 и 
рассчитаны соответствующие термодинамические параметры. Термоинактивацию мАспАТ 
проводили при 45, 50, 55, 60, 65, 70 °С, рН равном 6,8 и концентрации фосфатного 
буферного раствора 5 ммоль/л. При измерении активности мАспАТ концентрацию 
фосфатного буфера увеличивали до 50 ммоль/л для диссоциации мАспАТ с поверхности НЧ, 
как это было показано нами ранее [10]. Полученные результаты представлены на рисунке 2, 
где скорость процесса термоинактивации является функцией  темпратуры и времени.  
Анализ зависимости термоинактивации мАспАТ от времени воздействия показывает, 
что при температурах до 65 0С процесс носит одностадийный характер, тогда как при 65 °С и  
выше процесс протекает уже в две стадии – быструю и медленную.  
Причем, время появления излома на прямой, характеризующей зависимость ln(Ai/A0) от 
продолжительности инкубации сокращается с увеличением температуры (рисунок 2). 
Двухфазность процесса свидетельствует о переходе фермента в более стабильное, но менее 
каталитически активное состояние[21], что согласуются с идеей Tsou о том, что активный 
центр фермента является более конформационно лабильным по сравнению с белковой 
молекулой в целом [24].  
Сравнение скорости инактивации свободного и адсорбированного на поверхности НЧ 
мАспАТ ясно демонстрирует, что НЧ стабилизировают мАспАТ. Разница между скоростями 
инактивации свободного и ассоциированного с наночастицами мАспАТ при повышении 
температуры становится особенно заметна. 
С целью количественной оценки эффективности действия НЧ на термоинактивацию мАспАТ 
из полулогарифмических анаморфоз (рисунок 2) проведен расчет константы скорости первой 
стадии термоинактиваци (kin). Полученные результаты представлены в таблице 1. Обращает 
на себя внимание тот факт, что наиболее эффективно как нативные, так и 
модифицированные декстран сульфатом НЧ проявляют своё термопротекторное действие 
при температуре выше 60 °С. При этом НЧ на основе TiO2 обеспечивают наиболее 
выраженное сопротивление мАспАТ развитию термоинактивации. 
 
Труды БГУ 2014, том 9, часть 1  Биохимия 
 125 
А 
 
Б 
 
В 
 
Г 
 
А)  мАспАТ + нативные  НЧ-TiO2;  Б) мАспАТ +НЧ-TiO2ДС; В) мАспАТ + нативные НЧ- 
Fe3О4; Г) мАспАТ + нативные НЧ- Fe3О4ДС; 1,3,5,7  фермент без наночастиц; 2,4,6,8 – 
фермент с наночастицами. Пробы мАспАТ подвегали прогреву при :1, 2 – 55 °С; 3, 4 – 60 °С; 
5, 6 – 65 °С; 7, 8 –70 °С. A0 – активность исходного образца фермента; Аi –активность 
фермента после термообработки. 
Рисунок 2 – Влияние  НЧ-TiO2 и Fe3О4 на кинетику термоинактивации мАспАТ 
 
Модификация декстран сульфатом существенно повышает этот эффект, чего нельзя 
сказать о наночастицах магнетита. Их покрытие декстран сульфатом никоим образом не 
повлияло на kin практически во всём  температурном диапазоне (таблица 1). 
 
Таблица 1 – Влияние наночастиц  TiO2  и Fe3O4 на константы скорости термоинактивации 
мАспАТ 
                     Параметры    
Образец  
Значения kin в сек-1  (x10-5) 
55 °С 60 °С 65 °С 70 °С 
мАспАТ– контроль 22±1,8 98±4,5 360±22 1430±131 
мАспАТ+ НЧ-TiO2 15±0,6 61±3 183±15 610±41 
мАспАТ+ НЧ-TiO2ДС 9,7 ±0,3 48±7,7 115±9,5 596±58 
мАспАТ+ НЧ-Fe3O4 19,5±0,34 80,5±1,5 221±15,6 634±69 
мАспАТ+ НЧ- Fe3O4ДС 20±1,3 72±5,1 204±19 634±51,3 
 
Тогда как в присутствии НЧ-TiO2ДС скорость термоинактивации мАспАТ при 60, 65 и 
70 °С снижалась в 2,04, 3,13 и 2,3 раза соответственно по отношению к контролю. Особо 
следует указать на то, что в наибольшей степени  термопротекторное действие НЧ-TiO2ДС 
проявилось при температуре близкой к t½ . 
Для понимания механизма действия наночастиц на термоинактивацию мАспАТ был 
проведен расчет [21] термодинамических параметров быстрой стадии данного процесса из 
Аррениусовской зависимости логарифма константы скорости термоинактивации от 
температуры (рисунок 3). Результаты расчета представлены в таблице 2. Показано, что 
энтальпия активации процесса термоинактивации мАспАТ не зависит от типа НЧ и 
модификации их поверхности декстран сульфатом, а её величина находится в пределах 
характерных для большинства белков[11]. 
Труды БГУ 2014, том 9, часть 1  Биохимия 
 126 
А                                             Б 
 
А) НЧ-TiO2; Б) НЧ-Fe3O4  
1) Контроль – мАспАТ без НЧ; 
2) мАспАТ с нативными НЧ;  
3) мАспАТ с НЧ покрытыми 
декстран  сульфатом; (kin) – 
константа скорости термоинакти-
вации мАспАТ в мин-1; Т – 
температура в градусах Кельвина.  
Рисунок 3 – Влияние НЧ на 
температурную зависимость 
констант скорости термоинактива-
ции мАспАТ 
 
В то же время следует отметить существенную зависимость величин Ea и ∆Н мАспАТ 
от типа НЧ и модификации их поверхности декстран сульфатом. В присутствии НЧ-TiO2 
энергия термоинактивации снизилась на 25%. Взаимодействие мАспАТ с НЧ-TiO2ДС 
понизило эту величину до 40%. Очень близкая картина имела место и в динамике изменений 
∆Н. Однако, в  присутствии НЧ-Fe3О4 и НЧ-Fe3О4 ДС изменения данных параметров были 
гораздо менее выражены. Обращает на себя внимание значительное снижение величины ∆S, 
которое, как и в предыдущем случае оказалось наиболее выраженным для НЧ-TiO2 и НЧ-
TiO2ДС.  
Это обстоятельство может быть интерпретировано как указание на формирование 
более жесткой конформации фермента при взаимодействии с НЧ на основе диоксида титана 
определяемой большим количеством слабых связей подлежащих разрушению при 
температурном воздействии[22]. 
Таким образом, на основании полученных результатов можно заключить, что 
взаимодействие мАспАТ с НЧ приводит к повышению конформационной стабильности 
фермента, которая в первую очередь определяется природой НЧ и может быть усилена 
покрытием поверхности НЧ декстран сульфатом. 
 
Таблица 2 – Влияние нативных и модифицированных декстран сульфатом НЧ-TiO2 и НЧ-
Fe3O4  на термодинамиеческие параметры мАспАТ  
                    Параметры 
Образец  
 
Eain 
(кДж/моль) 
∆ H 
(кДж/моль) 
∆S 
(Дж/моль*К) 
 
∆ G 
(кДж/моль) 
 
мАспАТ 328,0 325,9 674,6 104,6 
мАспАТ+НЧ-TiO2 262,2 259,5 470,7 105,1 
мАспАТ+НЧ-TiO2ДС 234,3 231,6 386,9 102,7 
мАспАТ+НЧ- Fe3O4 288,6 285,8 
 
549,9 
 
103,0 
 
мАспАТ+НЧ- Fe3O4 ДС 285,6 285,9 551,1 102,7 
 
Термодинамические параметры, характеризующие взаимодействие белков с НЧ могут 
существенно варьировать и определяются особенностями структуры тех или иных белков. 
Так, например, считется [23], что белки с лабильной конформацией формируют сильные 
взаимодействия с поверхностями вследствие энтропии пребывающей из изменений их 
конформации при адсорбции. Они способны образовывать множество нековалентных 
взаимодействий с поверхностью через модификации вторичной структуры. Белки с 
относительно жесткой конформацией сохраняют вторичную структуру и, следовательно, их 
адсорбция согласно [23] зависит от гидрофобных или электростатических взаимодействий. 
Наши экспериментальные данные показывают, что молекулы мАспАТ 
адсорбированные на нативных и модифицированных декстран сульфатом НЧ оксидов 
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металлов имеют более жесткую конформацию, стремящуюся свести к минимуму 
деформацию структуры при  нагревании.      
Полученные нами результаты хорошо согласуются с данными других исследований. 
Так, Xiue Jiang et al, доказали, что цитохром с адсорбируясь на поверхности наночастиц 
золота становится более термостабильным благодяря особой конформации гема, 
индуцированной температурным фактором [25]. Существенно возрастает термостабильность 
трипсина в комплексе с наночастицами [7]. Глюкозооксидаза адсорбированная на 
поверхности НЧ коллоидного золота [26] или НЧ на основе CoFe2O4 / SiO2 [27] имеет более 
высокую термостабильность чем свободный фермент. Взаимодействие белков с НЧ при 
нейтральном значении рН формируется благодаря образованию водородных связей, 
гидрофобным и электростатическим взаимодействиям, которые по мнению [7] должны быть 
основной движущей силой стабилизации. При этом конформационные изменения 
индуцируемые оксидами металлов во вторичной структуре, например, альбумина 
оказываются достаточно глубокими – имеет место трансформация α-спиралей в β-
складчатые слои[28].  
Выводы 
Проведено сравнительное изучение кинетики термоинактивации митохондриального 
изофармента аспартатаминотрансферазы (мАспАТ) в присутствии нативных и 
модифицированных декстран сульфатом наночастиц TiO2 и Fe3O4. Термоинактивацию 
мАспАТ проводили при 45, 50, 55, 60, 65, 70 0С, рН равном 6,8 и концентрации фосфатного 
буферного раствора 5 ммоль/л. Наиболее эффективно как нативные, так и 
модифицированные декстран сульфатом  НЧ проявилиют своё термопротекторное действие 
при  температуре 60 °С и выше. Константа скорости инактивации(kin) мАспАТ существенно 
снижается в присутствии НЧ-TiO2. Модификация поверхноности НЧ декстран сульфатом 
усиливает данный эффект. В наибольшей степени  термопротекторное действие НЧ-TiO2ДС 
проявляется при температуре близкой к t½(температура, при которой происходит потеря 50% 
активности фермента). У наночастиц магнетита  термопротекторное действие проявлялось 
значительно слабее. Структурная стабильность мАспАТ в присутствии наночастиц 
охарактеризована термодинамическими параметрами – Еаin(энергия инактивации), 
∆H(энтальпия), ∆S(энтропия) и ∆G(свободная энергия Гиббса)  . На основании полученных 
результатов можно заключить, что взаимодействие мАспАТ с НЧ  приводит к повышению 
конформационной жесткости фермента, которая в первую очередь определяется природой 
НЧ и может быть усилена покрытием поверхности НЧ декстран сульфатом. 
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